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1. はじめに
最近，高品質の植物苗の需要が世界的に急速に増加し
ており，従来から行われている，種子を用いた実生苗生
産，あるいは挿し穂などを用いた挿し木苗生産だけで
は，量的にも質的にも柑界的な苗需要に対処できなくな
ってきている．そこで，遺伝的にすぐれた形質の植物苗
を病原菌やウイルスに汚染されていない状態で大量に供
給できる組織培養による繁殖，すなわちマイクロプロパ
ゲーション技術を用いた苗生産が注目されている．
しかし現状では一般に，マイクロプロパゲーションに
よる組織培養苗（以下，培養苗）生産の経費は，従来の
実生苗生産あるいはさし木苗生産の経費にくらべて高
ぃ． したがって培養苗の価格が高いので，農業における
主要作物や造林用樹木などへの培養苗の広範な利用はま
だ限られている．
従来，マイクロプロパゲーションでは，培養器内への
菌やバクテリアの侵入を防ぐ目的で，気密性が高く，容
景の小さな培養器（容量数十 ml～数百ml)が用いられ
てきた．このような培養器内環境の特徴は，表 1
(Kozai et al., 1992a)に示すように，気体などの物質や
エネルギーの流れが少ないこと，温度変動が小さいこ
と，相対湿度が高いこと，および CO2濃度の日変動が
比較的大きいことである．その他の特異な点としては，
培地に糖が含まれること，培養器内の微生物の密度が低
いことがあげられる．また培養小植物体の生理機能の重
要な特徴は，蒸散速度，純光合成速度が低く，暗呼吸速
度が高いこと，および根からの水分，無機イオンの吸収
速度が低いことである．
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このような特徴は，一般に増殖過程における培養小植
物体の生長速度を低下させ，培養器から出した後の順化
過程における生存率を低下させる原因となる．マイクロ
プロパゲーションにおける環境調節の第一の目的は，こ
のような従来の培養における問題点を解決し，培養器内
での培養小植物体の生長を促進し，培養器から出した後
の生存率を高めることである．
マイクロプロバゲーションによって，主茎が直立する
タイプの植物種を生産する場合，増殖過程において外植
体（節）の切除，調整，および植え付け作業を容易にす
るためには，培養小植物体の節間が長く，茎が長いこと
が望ましい．他方，生長・発根過程において培養小植物
体を順化に適した形態，すなわち順化過程において倒伏
しにくく，桔死しにくい苗にするには，茎が太く短く，
充実していることが重要である（北宅ら， 1993b)．ま
た，茎葉部の乾物重が根の乾物重の 3~5倍であり，葉
面積が大きく，葉の表皮ワックス層が発達し，気孔開閉
機能が発達している（すなわち，葉が蒸散調節機能をも
ち，かつ光合成能が高い）植物体が望ましい。このよう
に培養小植物体を各過程で望ましい形態に調節すること
が，マイクロプロパゲーションにおける環境調節の第二
の目的である．
マイクロプロパゲーションにおける培養苗の生長およ
び形態調節に関するこれまでの研究では，培地に添加す
る植物生長調節物質（植物ホルモン）の種類および濃度
についての検討がほとんどである． しかし最近では，環
境汚染に対する配慮から，化学的な植物生長調節物質の
使用量をできるだけ少なくする方向にあるので，化学物
質による培養苗の生長および形態調節に代えて，温度，
湿度あるいは光などの物理的環境要因の調節による培養
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苗の生長および形態調節が重要になってぎている．
2. 植物組織培養における栄養生長の形態
従来のマイクロプロバゲーションにおける増殖，発根
過程では，培養器内の外植体，シュート，あるいは培養
小植物体の生長に必要な炭素源は，おもに培地に含まれ
る糖である（従属栄養培養）．培地に含まれる糖のため，
培地には菌やバクテリアが繁殖しやすい他方，培養小
植物体を培養器から出したあとの順化過程での培養小植
物体の生長は，光独立栄養的（炭素源は空気中の CO2)
であり，環境条件は大きく変動するので，培養小植物体
に障害が生じたり，あるいは枯死するものが多い． した
がって順化過程では，環境条件を経時的に注意深く調節
し，温室あるいは圃場で培養小植物体が光独立栄養的に
生長できるようにする．
近年，増殖，発根過程において培地に糖を添加せずに
光独立栄養的に小植物体を培養する方法（光独立栄養培
養）を用いたマイクロプロパゲーションが開発された
(Kozai, 1991)．この方法では，培養小植物体を温室や
圃場に移植しても，栄養条件の著しい変化はない．また
菌やバクテリアによる汚染が軽減されるため，従来の従
属栄養培養あるいは光混合栄養培養（従属栄養培養と光
独立栄養培養の間に位置する培養方法であり，培養小植
物体の生長に必要な炭素源は，培地に含まれる糖および
空気中の CO2である）にくらべて，大型の培養器を用
いることができ，培養器内環境の計測および調節が比較
的容易になる．
3. 植物の生長および形態に影響する物理的
環境要因とその調節
3.1 温 度
れている．従属栄養培養では，一般に高い暗呼吸速度が
旺盛な生長の指標と考えられている． しかし光独立栄養
培養，あるいは光混合栄養培養では，暗呼吸速度が高く
なりすぎると生長が抑制される．なぜなら，明期に光合
成で固定された炭素が，暗呼吸で消費されるからである
(Kozai, 1991)．暗呼吸速度は，一般に温度の上昇に伴
い増加するので，培養小植物体の生長を促進するために
は，明期，暗期それぞれにおいて培養器内温度の調節が
重要である． しかし明期および暗期の最適な温度調節に
ついては，まだほとんど明らかにされていない。
Heins et al. (1988)は，昼夜の温度差を大きくするこ
とにより，ユリやキクなど多くの観賞植物の茎（節間）
が長くなることを報告している．この昼夜の温度差は
DIF (difference in photoperiod and dark period tern-
perature) とよばれ， DIFが正，すなわち昼温が高く
夜温が低い場合， DIFの絶対値が大きくなるに伴い，
茎が長くなる．逆に DIFが負，すなわち昼温が低く夜
温が高い場合， DIFの絶対値が大きくなるに伴い，茎
が短くなる． DIFによる茎長調節技術は，現在，温室
栽培植物を対象にして，アメリカおよびオランダで実用
化されている（大川・古在， 1992).
DIFによる茎長調節技術は，マイクロプロパゲーシ
ョンにも適用できる（古在ら， 1992;Watanabe et al., 
1993)．光独立栄養条件下で，ミント培養小植物体に DIF
による茎長調節技術を適用した結果(Watanabeet al., 
1993)，日平均気温 (20°c)，明期時間および光合成有効
光量子束密度 (photosyntheticphoton flux density,以
下 PPFD)が等しい条件下では，茎長はー9DIF区
（明期気温が暗期気温より 9℃低い） ＜ODIF区（明期
気温と暗期気温が等しい） ＜十9DIF区（明期気温が暗
期気温より 9°c高い）となり， DIFの増加に伴い培養
培養室内の気温は，一般に約 23~25°C一定に維持さ 小植物体の茎は長くなった．茎長に及ぼす DIFの影響
表 1． 従来のマイクロプロパゲーションにおける培養器内環境の一般的な特徴
気相環境
(1) 相対湿度が高い
(2) 気温がほぼ一定である
(3) CO2濃度は明期に低く，暗期に高くなる
(4) エチレン濃度が高い
(5) 光合成有効光量子束密度が低い
(6) 正味熱放射束密度が低い
(7) 気流速度が低い
Kozai et al. (1992) より．
2 (2) 
根圏環境
(1) 糖濃度が高い
(2) 塩濃度が高い
(3) 溶存酸素濃度が低い
(4) フェノール物質などの有害物質の
濃度が高い
(5) 微生物の密度が低い
(6) 植物生長調節物質の濃度が高い
(7) 無機イオンや糖などの濃度の経時
的な変動が大きい
(8) 培地中成分の移動速度が低い
生物環境調節 (Environ.Control in Biol.) 
は，高 PPFD条件下よりも低 PPFD条件下で，また
長日条件下よりも短日条件下で顕著であった．
3.2 光
3. 2. 1 光強度
蛍光灯を用いて培養器の上方から下方に向けた光照射
（下方光照射）下で， 21日間培養されたバレイショ培養
小植物体の場合(Kitayaet al., 1995), PPFDの増加に
伴って，茎長はほぼ直線的に減少し， PPFD120 μmol 
m-2s-1の場合の茎長は， PPFD30 f-lmol m-2s-1の場合
のそれにくらべて，約 30mm短くなった．他方，乾物
重については， PPFD約 100/lmol m-2s-1まで PPFD
の増加に伴って増加し， 100f-lmol m-2s-1以上でほぼ一
定値になった．なお，ここでの PPFDは，培養器中央
における 16方向での測定値の平均である．
3.2.2 光照射方向
蛍光灯を用いて，培養器の上方から下方に向けて光照
射した場合と培養器の側方から光照射した場合（側方光
照射）のバレイショ小植物体の茎長を比較すると (Kita-
ya et al., 1995), PPFDの大小にかかわらず，側方光照
射区の茎長は下方光照射区のそれにくらべて約 20mm
短くなった． しかし，側方光照射区と下方光照射区の乾
物重の間には有意差はなかった．
培養小植物体の生長を促進し，かつ茎の伸長を抑制し
て，高品質な苗を得るために，蛍光灯を用いて側方近接
位置から光を照射する側方光照射システムが最近開発さ
れている (Hayashiet al., 1992)．このシステムを用いて
28日間培養されたバレイショ小植物体は，従来どおり
培養器上方に蛍光灯を設置して光照射したものにくらベ
て，茎長が約 35mm短くなり， また葉面積が 1.8倍と
なり，とくに下位葉の葉面積の増加がみられた．
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このように側方光照射システムでは，下方光照射（従
来）システムにくらべて茎が短くなり，さらに上位葉が
やや小さく，下位葉がやや大きくなるので，移植用苗と
しての小植物体の品質を高めることができる．また，培
養器および蛍光灯を鉛直に積み上げることで，培養室内
空間をより有効に利用できる (Kozaiet al., 1992a)．側
方光照射システムの配光資材として，図 1に示す光拡散
性の光ファイバ（ファイバ表面から光を透過拡散させら
れるファイバ）を用いると，培養室内空間をさらに有効
に利用できる (Kozaiet al., 1992b)．実用場面において
は，光源は培養室の外側におかれ，反射笠を用いて集光
された光源からの光は，熱線吸収フィルタで熱線が吸収
され，光合成に有効な光のみが光ファイバの断面を通し
て培養室内に送られる．したがって，光ファイバからの顕
熱の発生量，および長波放射の射出量が少ないので，培
養器および培養室に対する熱負荷が少ない．光ファイバ
を用いる場合，光源には高光出力が得られ，かつ集光し
やすい小型のものが必要である． このような光源とし
て，最近開発されたマイクロ波ランプが有効である（古
在・北宅， 1993).
最近，情報表示板などに多用されている発光ダイオー
ド (LED,light emitting diode) も，培養空間での顕熱
の発生量および長波放射の射出量が比較的少ないので，
側方光照射区の光源として有効である (Kozai,1992a). 
また発光ダイオードは，種々の波長域の単色光を射出す
るので，発光ダイオードを補助光源として利用すること
により，次に述べる光質による茎長の調節が可能であ
る．
3.2.3光質
一般に，照射光の遠赤色光波長域の光強度に対する赤
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図 1 拡散性光ファイバを利用した側方光照射装置の概要 (Kozaiet al. (1992)より）
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色光波長域の光強度の比 (R/Fr比）を大きくすると，
植物の茎は短くなり（たとえば，村上ら， 1991)，また光
合成有効波長域の光強度に対する青色光波長域の光強度
の比を大きくすると，植物の茎は短くなることが知られ
ている。
培養小植物体に対する光質の影響について，培養器内
のペラルゴニウムに赤色光を照射すると，白色光（蛍光
灯の光）にくらべて，茎の伸長が促進されるが，青色光
を照射すると茎の伸長が抑制されることが報告されてい
る(Appelgren,1991)．また遠赤色光ランプあるいは白
熱灯を用いて， R/Fr比の小さい光をカンパニュラに照
射すると，茎の伸長が促進される (Moeet al., 1991). 
Miyashita et al. (1995)は，赤色および遠赤色 LEDを
用いて， R/Fr比を調節することにより， バレイショの
節間長および茎長を調節した．
3. 2. 4 明期と暗期の周期
Moriniら (1991)は， 1日の明期時間の合計を 16時
間一定として，明期と暗期の時間間隔をそれぞれ 16h/ 
8 h, 8 h/4 h, 4 h/2 h, 2 h/1 hに変え，培養小植物体の
生長を調べた結果， 4h/2 h区の生長が最もよかったこ
とを報告している．彼らは，その一因として，培養器内
での CO2利用効率の増加を挙げている．
林ら (1993)は，暗期時間に対する明期時間の比を 2
として，明期と暗期の時間間隔をそれぞれ 16h/8 h, 
4 h/2 h, 1 h/0.5 h, 0.25 h/0.125 hに変えて，バレイシ
ョを培養した．その結果，明期と暗期の周期が短くなる
に伴い，バレイショ培養小植物体の 1日あたりの正味の
CO2吸収量は増加し，その生体重および乾物重も増加
した．
3.3 培養器内ガス
3. 3. 1 気相中の CO2濃度
培地に糖が含まれず（光独立栄養培養）， PPFDが比
較的高い場合，培養器内の CO2濃度を高めるとクロロ
フィルを含む培養小植物体の純光合成速度は高くなり
（中山ら， 1991)，生長が促進される．培地に糖が含まれ
る場合でも，光が照射されていると（光混合栄養培養），
培養器内の CO2濃度は培養小植物体の純光合成に影蓉
する．培養器内 CO2濃度を高めるための実用的な方法
として，（1)培養器をガス透過性フィルムで閉栓する
（培養器の換気回数を高める），（2) さらに培養室内の
CO2濃度を高める，（3)培養器内への CO2供給システ
ム，あるいは強制換気システムを備えた大きな培養器を
用いることなどが考えられる (Jeonget al., 1993). 
クロロフィルを含む外植体を，比較的高い PPFDの
下で，ガス透過性フィルムで閉栓した培養器内の無糖培
4 (4) 
地上で培養すると，比較的気密な培養器内の糖を含む培
地上で培養したものにくらべて，培養小植物体の純光合
成速度が高くなり，生長が促進されることが，多く報告
されている． しかし，ガス透過性フィルムを用いても，
明期の培養器内 CO2ti農度は 150,...,200p.mol n101-1まで
低下し（富士原ら， 1987)，光合成が抑制される場合が多
い．高い生長速度を維持するためには，培養器の換気回
数を 1時間あたり 3~5回にして，培養器内の CO2濃度
を 150,..,20p,mol mol-1以上に維持しなければならな
ぃ．比較的高い PPFD(100,_,200 μmol m-2s-1)の下で，
培養器外の CO2を高めて培養器内 CO2濃度を 1000
μmol mol-1付近まで高めれば，培養小植物体の生長は
さらに促進される（北もら， 1993a).
Fujiwara et al. (1988)は，強制通気システムを備え
た比較的大ぎな培養器（容量約 17L)を用い， PPFD
100 11,mol m-2s-1の下，無糖 MS液体培地でイチゴを培
養したところ，培養小植物体の純光合成速度および乾
物重は従来法で培養したものにくらべて，数倍に増加し
た．強制通気システムの生長促進効果については，他に
もいくつか報告がある (Kubotaand Kozai, 1992;青木
ら， 1992)．強制通気システムを備えた大型培養器を用
いた光独立栄養培養は，環境調節下で培養苗の大量生産
を省力的に行うために有効である．
3.3.2 気相中および培地中の 02濃度
強制通気システムを備えた大型培養器を用いた場合，
培養器内気相中の 02濃度の調節が可能である． 気相中
の 02の影響については， 1%および 10%02濃度下の
プリムラ培養小植物体の純光合成速度か， 21%02濃
度下にくらべて，それぞれ3倍および 1.5倍になり
(Shimada et al., 1988;田中ら， 1990)，また 10％叫濃
度下でキクの生育が促進された（田中ら， 1991) という
報告がある．
温室や圃場で生育中の植物の発根や根の伸長は，根圏
の切濃度の影響を受けることが知られている．他方，
培養苗生産においては，発根や根の伸長促進の重要性が
指摘され続けていながら，これまで，根圏，すなわち培
地内の（溶存） 02に関する研究は行われていなかった．
しかし最近， ゲル培地の下部に高 02濃度の空気を供給
することで，バラ培養シュートの発根率，発根数，総根
長，根部・茎葉部の乾物重，および葉面積を増大できる
ことが報告された（富士原ら， 1994)．これは，培養体の
発根がゲル培地中の低い溶存 02濃度により抑制されて
いることを示すものと推察される．実際，寒天ゲル培地
中の切拡散係数は， 寒天濃度を高めると小さくなるこ
とが明らかにされている（富士原ら， 1993).
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3.4 相対湿度
植物の茎は，一般に高相対湿度下で長くなることが知
られている．この現象は，培養小植物体についても観察
され(Kozaiet al., 1993)，一般的なマイクロプロパゲー
ションにおける培養器内相対湿度に相当する 95%の相
対湿度下で培養されたバレイショ小植物体の茎長は，
81~88％の相対湿度下で培養されたものの約 1.5倍で
あった．なお，乾物重については，相対湿度80,...,95%の
範囲で有意差はなかった．また培養器内の相対湿度を低
く維持すると，葉の表皮ワックス層および気孔開閉機能
が発達するので，葉面蒸散抵抗が増大し，培養器から出
した後の小植物体の水ボテンシャルの低下が抑制され
る (Tanakaet al, 1992; Fujiwara et al., 1993) ので，順
化過程での小植物体の生存率を高めることができる．
培養器内相対湿度を低くする実用的な方法として，
(1)培養器を水蒸気透過性フィルムで閉栓する，（2)
さらに培養室内の相対湿度を低くする，（3)培地
温度を培養器内露点より低くして (bottomcooling) 
(Vanderschaeghe and Debergh, 1987)，培地表面での
凝結を促進することなどが考えられる．
3.5 培地の水ポテンシャル
培地として用いられるゲルの種類およびその濃度が，
培養小植物体の生長に影響することが報告されている
(Fujiwara and Kozai, 1994)．それらの生理学的影署
は，培地の水ポテンシャル（マトリックボテンシャルお
よび浸透ボテンシャル），および培養小植物体の水分吸
収機能に起因するものである．ゲル化剤に起因する水ボ
テンシャルあるいはマトリックボテンシャルを定量的に
調べた研究はいくつか報告されているが，それらの測定
値の信頼性などについては議論の余地がある．ゲル培
地の水ボテンシャルに関しては， Fujiwaraand Kozai 
(1994)が詳細に議論している．
液体培地の水ポテンシャルは，基礎成分（無機塩， ビ
タミンとその他の微量有機成分）， 炭素源物質， 浸透圧
調節物質および植物生長調節物質に起因するそれぞれの
浸透ボテンシャルの和となる．数種類の基礎成分，炭素
源物質および浸透圧調節物質に起因する浸透ポテンシャ
ルは，古在ら (1986)によって与えられている．基礎成
分および炭素源物質は，単に栄養素やエネルギー源であ
るだけでなく，培地の水ポテンシャルに影響を及ぼす点
に注意しなければならないなお，植物生長調節物質に
起因する浸透ポテンシャルは，その一般的添加量から考
えて無視できる．
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4. おわりに
培養小植物体の生長および形態に影響する培養器内の
環境要因としては，その他，培地量，培地の無機成分濃
度，糖濃度， pH, さらには気相中および培地中のエチ
レン濃度などがあるが，これらの環境要因の影響につい
ては，まだ不明の部分が多いまた最近，培養小植物体
をそのままの状態で培養器の中で低温貯蔵するための
環境調節方法に関する研究が行われ始めている．たとえ
ば，低温，微弱光照射下において，貯蔵前の培養小植物
体の生体重，乾物重，クロロフィル濃度を維持したま
ま，数力月間貯蔵できることが明らかにされている
(Kubota and Kozai, 1994; Kubota et al., 1995)． 培養
小植物体の貯蔵のための物理環境調節も，今後の重要な
研究課題である．なお，ここでは，培養器内物理環境の
計測方法およびその実際的な調節方法については触れな
かった．それらについては， Kozai et al. (1994)に詳述
されているので参照されたい．
以上，培養小植物体の生長および形態は，培養器内の
物理環境を調節することによりかなり調節することがで
きる．ここで述べた環境調節方法は，実生苗，挿し木
苗，あるいは接ぎ木苗の生長および形態調節のための環
境調節にも応用可能である．物理環境調節による植物苗
の生長および形態調節は，高品質苗の低コスト大量生産
を計るうえで必要不可欠であり，今後なお一層の研究が
望まれる．
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